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論文内容の要旨
く研究の背景と目的〉
神経冠細胞 (NCC) は、神経管(NT)の背側から、体中の至る所へと特定の経路を遊走
し、ニューロンやグリア始め、軟骨、平滑筋、メラノサイト(メラニン色素細胞)などと、多
岐に渡る細胞種へと分化するロ近年、がん細胞転移の移動メカニズムとの共通性からも、 NCC
移動メカニズムの研究は注目されている。
体幹部 NCC には、最終的に分化する細胞種に応じて、主に 2 つの移動経路があり、 NCC は
どのように移動経路を選択しているのかという問題がある。ニューロンやグリア細胞などに分
化する NCC は、 NT と体節の簡の腹側経路を移動する。マウス膝やニワトリ脹では、メラノ
サイトに分化する NCC は表皮と体節の間の背側経路を移動するロしかしながら、メラノフォ
アが皮膚だけでなく、月易関膜や心臓、血管の腐りなど体の内部にまで分布している変温動物で
は、メラノプラスト(メラニン色素細胞前駆細飽)の移動経路は恒温動物と異なっている。ゼ
ブラフィッシュ脹では、メラノプラストは、背倶，IJ と腹側の両方の経路を移動し、アフリカツメ
ガエノレ艇では、メラノプラストはほぼ腹側経路だけを移動する。メラノプラストによる移動経
路選択の分子的な基盤はどのようなものか?その分子システムは変温動物と恒温動物の聞で
保存されているのか?
これまでの研究報告によると、メラノプラストの移動に重要なシグナノレはマウスと鳥類では
呉なっているようだロマウスのメラノプラストは DL 経路に侵入するためにはチロシンキナー
ゼ受容体の Kit を必要とする。対照的に、鳥類のメラノプラストは c.Kit を必要としないが、
代わりに EphB2 とエンドセリン受容体 B2 (Ednrb2) を必要とする。鳥類で、グリア細胞な
どに分化していく本来なら腹側経路を進むはずの NCC に、 Ednrb2 を人工的に強制発現させ
ると、移動経路が DL へ変更される。このように、鳥類 NCC での Ednrb2 の発現は DL 経路
への移動を強力にサポートするが、マウスやゼブラフイツシュでは、 Ednl'b2 遺伝子自体が保
存されていない(ゲノムの中に持っていない)。マウスやゼブラフイツシュのメラノプラスト
は、他のメラノプラスト以外の NCC と同様に、他のエンドセリン受容体のサプタイプ、 Ednrb
を発現している。 Ednrb.null マウスでは、メラノプラストは DL 経路に入り、移動できるが、
皮筋節の背但，1] 中央の端で移動が止まってしまう。ゼブラフィッシュでは、 ednrbl は"成体"の
メラノフォアのみに必要とされ、 rose/ednl'b1 変異体には"脹"の色素パターン異常は認められ
ない。これは Ednl'b2 遺伝子自体の有無と、メラノプラストの移動(経路)を決める受容体が
Ednrb2 か、 Kit か、ということが対応するように進化してきたのかもしれない。しかしなが
ら、体幹部 NCC の移動が比較的よく解析されている鳥類、マウス、ゼブラフィッシュ腿の 3
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種中では、上記のように Ednrb2 をコードできる遺伝子が鳥類にしか存寂しないため、当然な
がらメラノプラスト移動における Ednrb2 の役割は鳥類でしか報告されておらず、この因子の
機能が鳥類特異的なものなのか、それともこの遺伝子を発現する脊椎動物に普通約なものなの
か、解明されなければならない。
これまでの報告では、アフリカツメガエルのメラノプラストは Kit を発現していないことが
示されており、またツメガエノレには Ednrh2 遺伝子が存在していて Uaevís; NM_001086238, 
tl'op兤alis; BC 124004)、メラノブラストの移動方法が鳥類に近いのか、それともツメガエノレ独
自のものなのか、解析する価値があると考えた。
つまり、エンドセリン・3 (ET3) IEdnrb2 のシグナノレが他の種でもメラノプラストの移動に
必要なのか、それがたとえ腹仮~1経路しか通らない種でも必要なのかを諦べるため、私は
ET3/Ednrb2 のシグナノレの役割をアフリカツメガエノレのメラノプラストを使って解析した。ま
た、後半ではメラノフォアの発生に必須な Mitf の新たな機能について解析し、 Mitf とメラノ
プラストの移動の関係を解析した由これらの解析が、メラノプラストが神経系の NCC とは異
なる移動経路を進むことを可能にしたメカニズムがどのように進化してきたかを解明する一
助になるのではないかと期待している。
く結果と考察〉
アフリカツメガエノレでは、 Ednl'hえ ET3 の遺伝子がいつ、どこで発現しているかの記
載も無かったため、 ín situ hybridization で両遺伝子の発現パターンを解析することから始め
た。その結果、受容体の Ednl.b2 はメラノプラストで、リガンドの ET3 はメラノプラストの
移動の目的地で発現していた。
Ednrh2 の発現開始時期は尾芽応初期の発生段階で、メラノフォアの発生に非常に重要な転
写因子 Mítfの発現よりは遅く、メラニン合成酵素の中で最も阜くに検出できる Dct の発現よ
りは早い時期であった。この発現は、メラノプラストの移動が終了し、メラニン沈着して完全
にメラノフォアへ分化した後でも、メラノフォアで継続していた。ただし、同じメラニン合成
細胞でも、脳胞由来の縞綾色素上皮では、その発現は認められなかった。 ET8 の発現時期は、
Dct の発現開始時期とほぼ同じ頃で、怪の前後で発現場所が異なっていた由体幹部頭側の、の
ちにメラノフォアが卵黄上に分布する位置では、 ET3 の発現は卵黄と表皮の聞で見られ、尾仰j
では NT の背幌，Ij で見られた。従って、アフリカツメガエノレでの Ednrb2 と ET3 の発現パターン
は ET3-Ednrb2 のシグナノレがメラノプラストの移動に関与していることと強く示唆している。
門，
t
次に、 ET3-Ednrb2 のシグナルの機能を調べるため、 mRNA の顕微注入による Ednrb2 の
過剰発現実験と、 ET3 の翻訳を阻害するアンチセンスモノレフォリノオリゴヌクレオチド (ET3MO)
による ET3 の機能阻害実験を行った。これらの顕微注入によって得られた脹の表現型は、どち
らの場合も類似しており、顕微注入側で卵黄上のメラノフォアが観察できなくなった。移動途
中の発生段階で切片を作成し、メラノプラストを観察すると、顕微注入側では、 NT の背側にメ
ラノプラストが存在することは確認できるものの、腹恨u経路を移動するメラノプラストは極端
に減少していた。
メラノプラストが ET3 に対し、どのような反応を示すのか解析するため、 in vitro で
transfi 1 ter migration assay を行った E 尾芽JB5初期の NT をメラノプラストの供給源として用
い解析を行ったところ、 ET3 はメラノプラストの浸潤を促進するという結果が得られた。ウズ
ラメラノプラストは ET3 に対して走化性を示すという報告があったが、アフリカツメガエノレの
メラノプラストでは、 ET3 に対し走化性があるとは言えなかった。
以上の結果から、鳥類の機構とは若干異なるものの、 ET3-Ednrb2 のシグナルがアフリ
カツメガエノレでもメラノプラストの腹側方向への移動に際与していることが示唆された。
次に、メラノフォア発生のキーとなる Mitf のメラノプラストの移動への関与について
検討した。
アフリカツメガエノレ肢での Mitf(野生型、以下同様)、 ドミナントネガティブ型 Mitf(dnMitf)
の顕微注入による過剰発現の実験から、 Mitf の新規機能が示唆されたため、 NT 培養を行い、
in vitro でその機能の解析を行った。その結果、 Mitf はメラノフォアの形態(樹状性)を調
節し、メラニン願粒の輸送にも関与しているということが示唆された。
Mitf が細胞の形態に関わっていたことから、発生中のメラノプラストの移動にも関わってい
るのではないかと考え、解析を行った。その結果、 dnMitf の過剰発現による機能阻害実験では、
特に頭部のメラノフォアの分布が側方へずれ、 Mitf の過剰発現実験では、背側経路の途中でメ
ラノプラストが観察できた。前述のように背側経路には、通常アフリカツメガエノレのメラノプ
ラストはほとんど認められない。
この結果と、 Ednrb2 がメラノプラスト特異的に発現するという結果から、 Mitf が Ednrb2 の
発現を制御しているのではないかと考え、 Mitf 過剰発現脹での Ednrb2 の発現を観察した。そ
の結果、眼の領域で、異所的な Ðct の発現が誘導される問じ場所で、異所的な Ednrb2 の発現
を観察したことから、 Mitf は直接的、または間接的に Ednrb2 の発現を誘導することが示唆さ
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れた。
本研究は、鳥類で得られていた ET3-Ednrb2 のシグナノレとメラノプラスト移動の関係に
新たな側面を追加した。アフリカツメガエノレ腿を用いた解析からは、 Ednrb2 がメラノプラスト
の経路選択に関わっているか否か、までは明らかにできなかったが、今後、 Edrnb2遺伝子を持
ち、メラノプラストが両方の経路を通る動物種で解析を行うことで、この問題を解決できるか
もしれない。
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論文審査結果の要旨
神経冠細胞 (NCC) は、神経管(剖T) の背側から遊走し、多岐に渡る細胞種へと分化する。体幹部
NCC には、 NT と体節の聞を通る腹側経路 (VL) と、表皮と体節の聞の背側経路 (DL)の 2 つの移
動経路がある。恒温動物では VL をとる NCC はニューロンやグリアに分化し、 DL を移動する NCC は
メラノサイトに分化する。メラノフォアが体の内部にまで分布している変温動物では、メラノプ
ラストは、 VL と DL の両方の経路を移動する。アフリカツメガエルでは、メラノブラストはほぼ
VL だけを移動する口メラノブラストによる移動経路選択の分子的な基盤はどのようなものか、そ
の分子システムは変温動物と恒温動物の間で保存されているのかというのが本研究の大きな目的
である。
メラノブラストの移動に必要なシグナルはマウスと鳥類で、は異なっており、マウスでは DL 経路
に侵入するためにはチロシンキナーゼ受容体の Kit を必要とするが、鳥類では c-Kit ではなく、
EphB2 とエンドセリン受容体 B2 (Ednrb2) を必要とする。マウスやゼブラフィッシュでは、
Eめ'rb2 遺伝子自体がゲノムの中になく、別のエンドセリン受容体サブタイプ、 Ednrb が存在す
る。 Ednrb-null マウスでは、メラノブラストは DL 経路に入るが、皮筋節の背側中央の端で移動が
止まってしまう。ゼブラフィッシュでは、 ednrbl は"成体"のメラノフォアのみに必要とされ、
rose/ednrbl 変異体には"脹"の色素ノミターン異常は認められない。
アフリカツメガエルのメラノプラストは Kit を発現していないということと、 Ednrb2 遺伝子が
存在することから、メラノブラストの移動方法が鳥類に近いのではなし、かと考えられる。そこ
で、エンドセリン-3 (ET3) /Ednrb2 のシグナルが他の種でもメラノブラストの移動に必要なの
か、それがたとえ VL 経路しか通らない種でも必要なのかを、アフリカツメガエルのメラノブラス
トで解析し、後半では転写因子 Mitf とメラノブラストの移動の関係を解析した。
まず、 in situ hybridization により、 Ednrb2 はメラノブラストで、 ET3 はメラノブラストの移
動の目的地で発現していることが示された。 Ednrb2 の発現開始時期は尾芽怪初期で、これは Mitf
の発現よりは遅く、メラニン合成酵素 Dct の発現よりは早い。この Ednrb2 の発現は、メラノブラ
ストの移動が終了し、メラノフォアへ分化した後でも継続していた。 ET3 の発現開始は、 Dct の発
現開始時期とほぼ同じで、怪の前後で、発現場所が異なっていた。体幹部頭側では、卵黄と表皮の
問で、尾側では NT の背側で見られたことから、 ET3-Ednrb2 のシグナルがメラノプラストの移動に
関与していることが示唆される。
次に、凶NA の顕微注入による Ednrb2 の過剰発現実験と、 ET3 アンチセンスモルフォリノオリゴ
ヌクレオチド (ET3MO) による機能阻害実験を行ったところ、怪の表現型は、どちらの場合も類似
しており、顕微注入側で卵黄上のメラノフォアが観察できなくなった。顕微注入後経時的に、メ
ラノプラストを観察すると、実験側では、 NT の背側ではメラノブラストが存在したが、腹側経路
ではメラノブラストが極端に減少していた。
in vitro で transfilter migration assay を行い、メラノブラストが ET3 に対し、どのような
反応を示すのかを解析した。尾芽怪初期の NT をメラノブラストの供給源として角材斤を行ったとこ
ろ、 ET3 はメラノブラストの浸潤を促進した。
以上の結果から、鳥類の機構とは若干異なるものの、 ET3-Ednrb2 のシグナルがアフリカ
ツメガエルでもメラノプラストの腹側方向への移動に関与していることが示唆されたD
in vitro で Mitf の機能の解析を行ったところ、 Mitf はメラノフォアの形態(樹状性)を調節
し、メラニン頼粒の輸送にも関与していることを示唆する結果が得られた。
dnMitf により機能阻害すると、特に頭部のメラノフォアの分布が側方へずれ、 Mitf を過剰発現
すると通常では見られない背側経路にメラノブラストが観察された
また、 Mitf 過剰発現怪の眼の領域で、異所的な Ednrb2 と Dct の発現誘導があったことから、 Mitf
は直接的、または間接的に Ednrb2の発現を誘導することが示唆された。
本研究は、鳥類で得られていた ET3-Ednrb2 のシグナルとメラノブラスト移動の関係に新たな側面を
追加しており，西原あきは提出の論文は，博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。
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